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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Bioexperimentagao
Universidade de Passo Fundo

DETECCAO DE Toxoplasma gondii EM SUINOS E
LINGUICAS SUINAS DEFUMADAS
Autor: Doglas Ernani Vansetto
Orientador: Elci Lotar Dickel
Passo Fundo, 23 de agosto de 2018

A toxoplasmose é uma zoonose de grande importancia na saude publica. Os seres humanos
podem se infectar com essa enfermidade através do consumo de carne crua ou mal cozida
proveniente de animais contaminados com Toxoplasma gondii. Outra forma de infeccédo ¢ a
ingestdo de hortifrutigranjeiros e/ou agua contaminados com oocistos do protozoario. O
potencial de infecdo humano através da ingestdo de carne suina crua ou mal cozida e de
produtos a base de carne suina crua é muito alto, principalmente, quando os animais sao
oriundos de granjas pouco tecnificadas e com falhas em programas sanitarios. O presente
trabalho descreve a utilizacdo do teste de imunofluorescéncia indireta na avaliacdo sorolégica
de suinos para Toxoplasma gondii e, 0 emprego de PCR na deteccdo de T. gondii em linguicas
suinas defumadas. O estudo avaliou 50 amostras de soro sanguineo de suinos e 18 amostras
de linguicas suinas defumadas, provenientes de 10 granjas e nove estabelecimentos distintos,
respectivamente. O teste de imunofluorescéncia indireta revelou quatro animais positivos para
T. gondii, entre matrizes e suinos para terminagdo avaliados. O teste de PCR para detectar a
presenca de DNA do protozoario em amostras de linguicas suinas defumadas foi negativo em
todas as linguicas analisadas. Através dos resultados obtidos, o estudo demonstrou que a falta
de tecnificacdo nas granjas e as falhas em programas sanitarios comprometem seriamente a
sanidade dos suinos, sendo possivel encontrar animais sorologicamente positivos para T.
gondii. Aliado aos achados soroldgicos, o estudo também demonstrou que ha riscos a saude
publica, mesmo o exame molecular das linguicas avaliadas tendo sido negativo para o
protozoario. Isso porque todos os suinos, independente da sorologia, séo encaminhados para
abate e industrializagdo de sua carcaga, seja para a venda de carne in natura ou para a
fabricacdo de subprodutos carneos, entre eles as linguicas frescais ou defumadas, para os
quais 0 seu consumo inadequado pode constituir um risco para a infeccdo humana com T.
gondii.

Palavras-chave: infeccdo protozoaria, toxoplasmose, Toxoplasma gondii, suinocultura,
imuno-fluorescéncia indireta, PCR, zoonose.
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ABSTRACT

Master’s dissertation
Post-Graduation Program in Bioexperimentation
University of Passo Fundo

DETECTION OF Toxoplasma gondii IN SWINE AND
SMOKED SWINE SAUSAGE
Author: Doglas Ernani Vansetto
Advisor: Elci Lotar Dickel
Passo Fundo, 23 de agosto de 2018

Toxoplasmosis is a zoonosis of great importance in public health. Humans can become
infected with this disease through consumption of raw or undercooked meat from animals
contaminated with Toxoplasma gondii. Another form of infection is the ingestion of
hortifrutigranjeiros and/or water contaminated with protozoan oocysts. The potential for
human infection through the ingestion of raw or undercooked pork and raw pork products is
very high, especially when the animals come from poorly serviced farms and failures in
sanitary programs. The present work describes the use of the indirect immunofluorescence
test in the serological evaluation of swine for Toxoplasma gondii and the use of PCR in the
detection of T. gondii in smoked swine sausages. The study evaluated 50 swine blood serum
samples and 18 smoked swine sausage samples from 10 farms and 9 different establishments,
respectively. The indirect immunofluorescence test revealed four T. gondii positive animals,
between matings and finishing pigs evaluated. The PCR test to detect the presence of
protozoan DNA in samples of smoked pork sausages was negative in all the sausages
analyzed. Through the results, the study showed that the lack of technification in the farms
and the failures in sanitary programs seriously compromise the sanity of the pigs, being
possible to find serologically positive animals for T. gondii. Allied to the serological findings,
the study also showed that there are risks to public health, even the molecular examination of
the evaluated sausages having been negative for the protozoan. This is because all pigs,
irrespective of serology, are sent to slaughter and industrialization of their carcass, either for
the sale of meat in natura or for the manufacture of meat by-products, including fresh or
smoked sausages, for which their consumption may pose a risk for human infection with T.
gondii.

Key words: protozoan infection, toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, swine breeding, indirect
immunofluorescence, PCR, zoonosis.
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1. INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma parasitose de carater zoonotico e que possui ampla distribuicédo
mundial (1). Sua prevaléncia soroldgica na populacdo humana global varia entre 20 a 83%
(2). No Brasil, a prevaléncia de humanos adultos reagentes para anticorpos contra o parasita
varia de 40% a 80% (3), chegando a 91% como demonstrado em um estudo realizado com um
grupo de gestantes do Estado do Mato Grosso do Sul (4). A enfermidade tem como agente
etioldgico o protozoario Toxoplasma gondii, 0 qual acomete varias espécies de animais de
sangue quente e tem os felideos como hospedeiros definitivos (5). A repercussdo dessa
enfermidade é maior em alguns grupos de risco, tais como individuos imunocomprometidos,
criangas, idosos e gestantes. Dentre os distUrbios causados pela infeccdo, destacam-se as
graves lesdes ao sistema nervoso central, as alterag6es oculares e casos de aborto (6).

Dentre todas as espécies de animais domésticos ou silvestres, 0s suinos ocupam uma
posicdo de destaque na cadeia epidemioldgica da toxoplasmose (7,8). Estudos soroldgicos
demonstram uma prevaléncia bem varidvel entre os rebanhos avaliados e regides do Brasil a
que eles pertenciam, oscilando entre 1,11% no Rio de Janeiro (9), 15,35% e 37,84% no
Parana (10,11), 22,5% e 29,72% em S&o Paulo (12,13), 25,5% em Santa Catarina (14) e
33,75% no Rio Grande do Sul (15). Entre as técnicas mais utilizadas para averiguar a
presenca de anticorpos anti-T. gondii em soros de suinos encontram-se os testes de
imunofluorescéncia indireta e de hemaglutinacéo indireta (16). Para a detec¢do do agente em
carnes e produtos carneos, as técnicas mais utilizadas s@o o isolamento do agente em animais
de laboratorio e/ou em cultivos celulares e, através de PCR da amostra (17, 18, 19).

E sabido que a infeccdo humana por T. gondii ocorre principalmente pela ingestso,
acidental ou opcional, de carne suina crua ou mal cozida contendo o parasita (20, 21). Em
funcéo disso, nos dltimos anos o consumo de produtos carneos tradicionais a base de carne
suina crua, como as linguicas frescais, as linguicas defumadas e as copas tem despertado
grande preocupacdo quanto ao risco de serem veiculos para os cistos parasitarios de T. gondii
(22, 23, 24). Tal fato decorre de protozoario ja ter se mostrado experimentalmente resistente
as baixas concentracdes de cloreto de sddio e de condimentos empregados nos produtos a
base de carne suina crua (25), bem como a alguns tratamentos térmicos (26).

Muitas regides do pais, sobretudo as produtoras de suinos, enfrentam sérios problemas
com relacdo a disseminacao e lesGes decorrentes da toxoplasmose. A cidade de Erechim,

localizada no Norte do Estado do Rio Grande do Sul, ja foi citada como referéncia mundial
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para toxoplasmose humana. Um estudo realizado durante 11 anos no municipio revelou que
80% dos 1.042 individuos avaliados eram soropositivos e, que 20% do total de positivos ja
apresentavam lesdes oculares. Quanto a epidemiologia verificou-se que na maioria dos casos
a doenca foi adquirida apds o nascimento, ou seja, através da ingestdo de produtos infectados
(27). Cabe salientar, que esse municipio tem grande importancia na cria¢do e industrializacéo
de suinos, os quais se constituem nos principais hospedeiros intermediarios da doenca.

A produgdo de linguicas, salames e copas artesanais a base de carne suina crua
movimenta uma boa parcela da economia, tanto da cidade de Erechim quanto de municipios
vizinhos. No entanto, esses produtos muitas vezes sao produzidos com carne de suinos
oriundos de granjas pouco tecnificadas e/ou com falhas graves em programas sanitarios. Além
disso, em varias situacGes também ha falhas quanto as boas praticas de fabricacdo e quanto a
inspecdo sanitaria, fatores que podem ter exercido um papel fundamental para a disseminacéo
da infeccdo em Erechim e municipios adjacentes (28). Afinal, a carne de um animal infectado
pode conter muitos cistos, sendo uma fonte infectiva consideravel em regides endémicas.

Nesse contexto, apesar de estudos ja terem apresentado importantes descobertas acerca
da soroprevaléncia em suinos e sobre a transmissdo do protozoario atraves dos alimentos,
principalmente o0s carneos, é necessario que mais pesquisas sejam realizadas sobre os temas.
Novos estudos deverdo contribuir na atualizacdo das informagdes e evidenciando os reais e
potenciais riscos dos produtos carneos a saude publica. Assim, com base em tudo o que foi
exposto, os objetivos do presente estudo foram investigar a soroprevaléncia de T. gondii em
suinos provenientes de granjas localizadas na Regido Norte do Rio Grande do Sul, através de
imunofluorescéncia indireta e, a0 mesmo tempo pesquisar, através de PCR, a presen¢a do
agente em linguicas defumadas comercializadas in natura, as quais sdo produzidas a partir da
carne de suinos oriundos das propriedades tiveram a soroprevaléncia avaliada.

A presente dissertagdo compreende a introdugdo acima apresentada, uma breve revisao
da literatura sobre Toxoplasma gondii em suinos e os riscos disso para a saude publica,
qguando do consumo de carne crua e/ou produtos derivados da carne suina crua e, um capitulo
na forma de artigo cientifico. O Capitulo 1 intitulado “Soroprevaléncia de Toxoplasma
gondii em suinos e busca pelo DNA do protozoario em linguicas suinas defumadas”
relata a prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em soros de suinos, bem como a busca pelo
protozoario em linguicas defumadas atraveés de exame molecular. O artigo foi submetido para
publicacdo no periddico Pesquisa Veterinaria Brasileira em 26 de julho de 2018 sob o
coédigo PVB-6059. As consideracdes finais, conclusdes e referéncias bibliogréficas compdem

a Ultima parte desta dissertacao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. HISTORICO E OCORRENCIA

Em julho de 1908, em Sdo Paulo, Alfonso Splendore detectou e descreveu pela
primeira vez uma infeccdo pelo protozoario, posteriormente nomeado como Toxoplasma
gondii. O pesquisador observou que os coelhos de seu laboratorio foram acometidos por uma
patologia com quadro semelhante a leishmaniose humana. O estudo post mortem dos coelhos
permitiu o isolamento do protozoario, bem como a observacdo e descricdo de lesdes e dos
corpusculos parasitarios, tanto nas formas livres como intracelulares em diferentes tecidos dos
coelhos, porém ndo foi nesse momento que o agente foi nomeado (29).

Em outubro de 1908, na Tunisia, Charles Nicolle e Luis Manceaux identificaram em
células mononucleares do baco e do figado de pequenos roedores (Ctenodactylus gundii) um
microrganismo similar ao descrito por Splendore. Por acreditarem se tratar de uma forma
particular de Leishmania, nomearam-no Leishmania gondii (30). No entanto, 1909 os
pesquisadores constataram que se tratava de um novo protozoario e, em decorréncia da sua
forma arqueada (toxon: arco, plasma: vida) e da espécie dos hospedeiros em que foram
encontrados renomearam-no como Toxoplasma gondii (31,32).

Em 1914 Aldo Castellani descreveu o primeiro caso de toxoplasmose humana, o qual
ocorreu em um menino com quadro febril e com esplenomegalia (33). Em Praga, no ano de
1923, mediante material coletado em uma necropsia Janku observou protozoarios
morfologicamente idénticos ao T. gondii quando examinou a retina de um beb& com
hidrocefalia e cegueira, falecido com 11 meses de vida (34). No Rio de Janeiro, em 1927,
Magarinos Torres relatou toxoplasmose humana pela primeira vez no Estado e propds a
possibilidade de infeccdo congénita, quando descreveu a presenca de protozoarios
compativeis com o T. gondii em cortes histolégicos do cérebro, miocardio e musculos
esqueléticos de um bebé que faleceu aos 29 dias de vida (35). Em 1928, Levaditi relacionou a
hidrocefalia com a toxoplasmose (36) e, em 1936 Richter discutiu o papel da toxoplasmose
como causa de meningoencefalomielite neonatal (37).

A primeira caracterizacdo da toxoplasmose como doenga fatal em recém-nascidos foi
realizada por Wolf e Cowen em 1937 (38). Ja nos anos de 1939 e 1940 cientistas
conseguiram, pela primeira vez, infectar animais com cepas isoladas de uma lesdo do sistema
nervoso central de um bebé falecido com um més de vida, bem como demonstraram um
agente infeccioso produzindo doenca intra-uterina (39, 40). Ainda em 1940, Pinkerton e

Weinman caracterizaram a doenca em individuos adultos, descrevendo um caso com
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comprometimento generalizada e fatal em adulto jovem (41). Em 1948 houve um grande
avanco quanto ao diagndstico da doenca, principalmente apds a padronizacdo de testes
sorolégicos como o teste de Sabin-Feldman (42). Assim, a partir de entdo foi possivel
quantificar a prevaléncia da infeccdo por T. gondii em seres humanos e em animais,
confirmando sua ampla distribuicéo.

Em 1960 verificou-se que as formas parasitarias presentes em tecidos animais
conseguiam resistir & exposicao em acido e tripsina, dando suporte a hipotese de infec¢do por
meio da ingestdo de carnes cruas ou mal cozidas (43). E importante salientar que apesar das
varias descobertas sucessivas desde 1908, o ciclo completo do parasita sé foi completamente
elucidado em estudos realizados em 1965 por Hutchison (44) e em 1970 e 1973 por Frenkel e
Dubey (45, 46), que descreveram a transmissdo do parasita pelas fezes de gatos e sua fase
sexual no intestino dos felideos, culminando com a producdo de oocistos. Além disso,
definiram os felinos em geral como hospedeiros definitivos do Toxoplasma gondii, sendo 0s
mamiferos, aves, roedores e répteis 0s seus hospedeiros intermediarios.

Nas décadas seguintes até os dias atuais houve muitas outras descobertas e avangos,
principalmente, no campo da patogenia, patologia, diagnostico sorologico e tratamento.
Também foram estudados e evidenciados 0s riscos da toxoplasmose congénita e ocular em
fetos e, os riscos em individuos imunocomprometidos, tais como os portadores do virus HIV,
transplantados, principalmente, quando estes estiverem sujeitos a ingestdo de carne crua ou

mal cozida e produtos derivados.

2.1.1 Ocorréncia em humanos

A enfermidade ja foi comprovada em todas as areas geograficas do mundo e em cerca
de 200 espécies de mamiferos. Ja se sabe também que diversas espécies de aves também
albergam o parasito, bem como a susceptibilidade da maioria das espécies de animais
homeotérmicos ao protozoario T. gondii (1). Além de sua distribuicdo universal, a
toxoplasmose € considerada a zoonose parasitaria com maior acometimento de pessoas no
mundo, sendo 0 numero estimado sempre em milhdes de infectados.

Apesar de variavel, diversos paises tém detectado soroprevaléncia oscilando entre
20% e 83% na populacdo humana, para T. gondii (2). No Brasil, a prevaléncia de humanos
adultos reagentes para anticorpos contra o parasita varia de 40% a 80% (3), chegando a 91%
como demonstrado em um estudo realizado com um grupo de gestantes do Estado do Mato

Grosso do Sul (4). As diferentes taxas da infeccdo em humanos, entre os paises ja estudados,
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estdo relacionadas a diversos fatores, tais como a localizacdo geogréafica e climatica da regiao,
condicdes ambientais, fauna local, infraestrutura hidrica e sanitaria e, os habitos culturais dos
povos, principalmente no que se refere a alimentacédo (1-5).

Em 1995, o estudo de Frenkel e Etheredge destacou que o indice de infeccdo em uma
populacdo humana depende, essencialmente, da combinacdo de padrdes de vida e de cultura,
principalmente com relacdo a forma como os produtos de origem animal, sobretudo as carnes,
sdo preparados para 0 consumo humano, ja que esses constituem-se na principal forma de
transmissdo (47). Para muitos estudos, o continente europeu é considerado um exemplo da
influéncia dos padrbes de vida e culturais. Isso porque a elevada incidéncia da parasitose no
continente esteve intimamente associada a alimentacdo baseada em pratos tipicos contendo
carne crua ou mal cozida. Enquanto isso, na Colémbia, os fatores de risco estdo relacionados
de maneira quase que proporcional ao consumo carne mal cozida, agua ndo fervida ou tratada
e ao contato com fezes de gatos ndo imunes (47, 48).

A toxoplasmose ndo consta na lista de notificacdo obrigatoria, ndo havendo dados
fidedignos sobre ela no Brasil. Entretanto, surtos de doencas transmitidas por agua e
alimentos sdo de notificacdo obrigatdria, possibilitando o registro dela quando diagnosticada
em surtos agudos. No periodo de 1999 a 2005, o sistema de vigilancia do Estado de S&o Paulo
registrou cinco surtos de toxoplasmose aguda, 0s quais acometeram mais de 100 individuos.
O estudo epidemiologico verificou que a maioria deles ocorreu no interior do Estado e que a
veiculacdo do agente estava associada a agua, carne e contato com gatos (49).

S&o numerosos surtos de toxoplasmose relacionada a alimentagdo no Brasil, tal como
0 maior surto de toxoplasmose do mundo, ocorrido em Santa Isabel do Ivai no Parana. O
episodio ocorreu entre novembro de 2001 e janeiro de 2002, e acometeu um total de 462
individuos. A investigacdo epidemioldgica evidenciou que a fonte de contaminagdo era um
dos reservatérios de agua da cidade, o qual estava contaminado por fezes de gatos que
habitavam o local e estavam eliminando oocistos de T. gondii. Dentre os acometidos, sete
eram gestantes e destas, seis tiveram seus filhos infectados, ocorrendo uma anomalia
congénita grave e um aborto espontaneo (50, 51). Diante do exposto fica evidente a culpa dos
alimentos e dos recursos hidricos na veicula¢do e transmissdo do T. gondii, justificando os

estudos sobre o tema e que objetivem trazer informacdes atualizadas e apontarem solucdes.

2.1.2 Ocorréncia em suinos

Os gatos sdo importantes na epidemiologia do Toxoplasma gondii por serem 0s Unicos
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representantes urbanos e rurais a excretarem oocistos no ambiente através de suas fezes, o que
consiste em um risco tanto as pessoas no meio urbano e no meio rural quanto aos animais de
producdo como 0s suinos, ovinos e bovinos (52). Nos Estados Unidos, um inquérito
soroldgico realizado com gatos, em um hospital veterinario, demonstrou presenca de
anticorpos para T. gondii em 25% dos gatos (53), enquanto um estudo realizado em Baltimore
(EUA) a prevaléncia de gatos soropositivos na populacdo analisada pelo teste de
imunofluorescéncia indireta foi de 14,5% (54).

No Brasil, os estudos apontam uma variacao de 0 a 90% na frequéncia de anticorpos e,
essa variacdo é dependente da populacdo animal estudada, sendo as maiores frequéncias
encontradas em gatos mais velhos, alimentados com carne crua e gatos errantes (55). Um
estudo de soroprevaléncia realizado no Hospital Veterinario da Universidade de Sado Paulo
avaliou 248 amostras de gatos, pela técnica de imunofluorescéncia indireta, das quais 17,7%
foram reagentes (56). Assim, diante da alta soropositividade dos felinos, tanto no meio urbano
quanto no meio rural, fica justificada a preocupagdo com a infeccdo em animais de producéo.
Principalmente, os suinos por estes ocuparem papel de destaque na transmissdo aos humanos,
através da carne suina crua ou mal cozida e através de produtos a base de carne crua como as
linguicas, salames e copas.

A toxoplasmose suina, como doenga natural, foi diagnosticada pela primeira vez nos
Estados Unidos em 1952. Na ocasido o rebanho estava apresentando elevada mortalidade em
todas as faixas etarias e até o Obito a doenga cursava com pneumonia, encefalite e aborto,
causando elevados prejuizos econémicos para 0s suinocultores (57). No Brasil, a
toxoplasmose suina foi diagnosticada pela primeira vez em 1959, no Estado de Minas Gerais
(58). A partir destas constatacdes e da descoberta do seu ciclo bioldgico, aprofundaram-se os
estudos sobre a importancia do T. gondii como infec¢do e causa de enfermidade aos lotes
produtivos de suinos, principalmente transtornos reprodutivos em matrizes infectadas e alta
mortalidade leitbes com menos de oito semanas de idade. Entretanto, cabe salientar que em
leitbes acima de oito semanas de idade a infeccdo pode passar despercebida, com os leitdes
infectados chegando para o abate contendo o agente em sua musculatura e, assim,
constituindo risco a saude publica (59).

Dentre todas as espécies de animais domeésticos ou silvestres, 0s suinos ocupam uma
posicdo de destaque no ciclo biolégico e na cadeia epidemioldgica da toxoplasmose (7,8).
Estudos soroldgicos demonstram uma prevaléncia bem varidvel entre os rebanhos avaliados e
as regides do Brasil a que eles pertenciam, oscilando entre 1,11% no Rio de Janeiro (9),
15,35% e 37,84% no Parana (10,11), 22,5% e 29,72% em Sao Paulo (12,13), 25,5% em Santa
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Catarina (14) e 33,75% no Rio Grande do Sul (15). A alta soropositividade dos rebanhos
suinos fundamenta a preocupacdo com relacdo ao papel destes animais na transmissdo do
protozoario aos humanos, seja atraves da carne suina crua ou mal cozida ou através da
ingestdo de produtos de origem animal a base de carne suina crua como as linguicas, salames
e as copas. Assim, 0s inquéritos sorolégicos para T. gondii na espécie suina e a deteccdo do
agente na carne e derivados servem para avaliar a ocorréncia dessa infeccao na especie, bem
como avaliar 0s riscos a que estdo expostos 0s humanos gque ingerem essa carne suina crua ou

seus derivados.

2.2. ETIOLOGIA

A toxoplasmose é uma parasitose de carater zoonoOtico, causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii (Figura 1) pertencente ao filo Apicomplexa (2, 48). O T. gondii foi
descoberto em 1908 pelo médico brasileiro Alfonso Splendore, o qual detectou e descreveu
pela primeira vez uma infec¢do protozoaria em coelhos de seu laboratério, cujo quadro clinico
da patologia era semelhante a leishmaniose humana (29). Entretanto, ndo foi Splendore que

nomeou o agente causador da patologia em seus coelhos.

conoid (labelled along with
subpellicular microtubules)

rhoptries

apicoplast

dense granules

nucleus
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FIGURA 1. Representacdo do protozoario Toxoplasma gondii e suas organelas e,
fotomicrografias das suas organelas marcadas com anticorpos fluorescentes especificos (64).
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Também em 1908, na Tunisia, Charles Nicolle e Luis Manceaux identificaram em
células mononucleares do baco e do figado de pequenos roedores (Ctenodactylus gundii) um
microrganismo similar ao descrito por Splendore, nomeando-o como Leishmania gondii (30).
Entretanto, em 1909 Nicolle e Manceaux constataram que 0 agente envolvido se tratava de
um novo protozoario e, em decorréncia da sua forma arqueada (toxon: arco, plasma: vida) e
da espécie dos hospedeiros em que foram encontrados renomearam-no como Toxoplasma
gondii (31,32).

Os protozoarios sdo caracterizados por se constituirem de uma Unica célula
eucariotica, ou seja, possuindo ndcleo e organelas (60). Taxonomicamente, 0 agente da
toxoplasmose também pertence ao filo Apicomplexa, o qual agrupa apenas protozoarios
intracelulares obrigatérios, isentos de cilios e, isentos de flagelos na sua fase trofozoita (60,
61). Embora o T. gondii seja considerado um coccideo de felideos, por necessitar dessa
espécie para completar seu ciclo, atualmente ja se sabe que o0 agente afeta praticamente todos
0s animais homeotérmicos, inclusive o homem (48, 60, 61).

A nomenclatura taxondmica vigente, proposta pelo Comité de Sistematica e Evolucao

da Sociedade de Protozoologia, classifica o T. gondii da seguinte forma (62, 63):

Reino: Protista
Sub-Reino: Protozoa
Filo: Apicomplexa
Classe: Sporozoea
Sub-Classe: Coccidia
Ordem: Eucoccididia
Sub-Ordem: Eimerioina
Familia: Sarcocystidae
Sub-Familia: Toxoplasmatinae
Género: Toxoplasma
Espécie: Toxoplasma gondii

2.3. MORFOLOGIA

Quanto a sua morfologia, o T. gondii pode apresenta-se de multiplas formas,
dependendo do habitat e do seu estado evolutivo. O protozoario pode ser encontrado em
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varios tecidos, células e liquidos como a saliva, esperma, leite e liquido peritoneal. Além
disso, pode ser encontrado no tecido epitelial intestinal de gatos domésticos e outros felideos,
0S quais constituem-se em hospedeiros definitivo. As principais formas em que o parasita
pode ser encontrado sdo: taquizoitos, bradizoitos esporozoitos e oocistos nas fezes de felinos
(65).

2.3.1 Taquizoitos

Os taquizoitos também podem ser chamados de merozoitos ou trofozoitos, e medem
aproximadamente 8 um de comprimento e 2 um de largura. Morfologicamente, eles tem
forma de uma banana ou meia-lua (Figura 2), onde uma das extremidades é mais afilada que a
outra, o que deu origem ao nome do género (toxon=arco). O seu nucleo esta localizado na
extremidade arredondada, enquanto seu complexo apical se localiza na extremidade afilada.
Quando corado pelo método de Giemsa o protozodario apresenta o citoplasma azulado e o
nacleo vermelho (2, 60, 61, 65, 66).

Os taquizoitos se multiplicam de forma muito rapida, através da divisdo assexuada ou
endogamia, e por serem moveis infectam varios tipos celulares, exceto as hemaécias, que sao
as Unicas células que eles ndo parasitam (2, 66). A divisdo ocorre intracelular e dentro do
vaclolo parasitoéforo, causando a ruptura da célula hospedeira e liberacdo de novos

taquizoitos.

A

FIGURA 2. Taquizoitos de Toxoplasma gondii corados com coloracdo de Giemsa (67).
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Embora possam infectar muitos tecidos, eles apresentam certo tropismo pelos
fibroblastos, hepatdcitos, células reticulares e células miocardicas. Além, de se conseguirem
se disseminar para todos os tecidos do hospedeiro, eles podem, eventualmente, criar cistos
como protecdo (60, 61). Esse estadio do protozoario ocorre durante a fase proliferativa ou
aguda da infeccdo, pois quando o hospedeiro cria imunidade eles sdo facilmente contidos e

destruidos, inclusive pelo contato com o suco gastrico (66).

2.3.2 Bradizoitos

Os bradizoitos constituem a forma de multiplicacdo lenta do protozoario (brady: lento) e,
portanto, eles caracterizam a fase cronica do agente, mas as vezes sdo encontrados na fase
aguda, dependendo da cepa (60, 66). Eles sdo encontrados dentro dos cistos parasitarios
(Figura 3), os quais possuem forma eliptica a redonda e parede fina (61, 65). Os cistos se
formam a partir do momento que o hospedeiro passa a responder imunologicamente ao agente
parasitario, porém, podem surgir desde o inicio da infeccdo (66). O cisto pode medir até cerca

de 200 um dependendo do numero de bradizoitos e do tipo de célula parasitada (Figura 4),

podendo ser denominado cistozoito (60).
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FIGURA 3. Cistos de Toxoplasma gondii em tecido nervoso de camundongos, repletos de
bradizoitos (65).
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FIGURA 4. Cisto de Toxoplasma gondii em tecido nervoso de camundongo, repleto de
bradizoitos (65).

Os cistos podem ocorrer em varios tecidos, principalmente, no cérebro, nos musculos
esquelético e cardiaco e, também na retina (60). A parede do cisto € delgada, porém
extremamente resistente. Ela protege os bradizoitos da agdo do sistema imunoldgico do
hospedeiro, isolando e protegendo-os, inclusive do suco gastrico. Diferente dos taquizoitos, 0s
bradizoitos encistados podem permanecer viaveis durante anos multiplicando-se lentamente,
por endodiogenia ou endopoligenia (60, 66). Os cistos s6 rompem-se mediante um trauma
fisico ou stress, ou em decorréncia de algum tratamento ou situacdo imunossupressora, onde
os bradizoitos tornam-se mais uma vez taquizoitos, o que da inicio a uma nova fase aguda
(66). Apesar do diagndstico dessa fase protozoaria parecer facil, é, no entanto, necessario
cuidado ja que os cistos de T. gondii podem ser confundidos com cistos de Sarcocystis e

Neospora (60).

2.3.3 Oocistos

Os oocistos sdo produzidos nas células intestinais de felideos ndo imunes e,
eliminados em estadio imaturo junto com as fezes. Os oocistos ndo esporulados ou imaturos
tém forma esférica e medem de 10 a 12 pm de didmetro (Figura 5 A) e, ndo sdo infectantes
(60, 66). Os oocistos sdo considerados a forma de resisténcia do protozoario, pois possuem

uma parede dupla e bastante resistente a diversas condi¢des ambientais desfavoraveis. Um
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felino infectado pode eliminar aproximadamente 20 milhdes de oocistos por dia em cada 20
gramas de fezes. Depois de se tornarem infectantes, os oocistos se dispersam facilmente no
meio ambiente pelo vento, chuva e por vetores mecénicos como baratas, moscas e até mesmo
0s passaros (66).

No ambiente, quando em condicOes ideais de temperatura, pressao, oxigenacao e
umidade, os oocistos imaturos sofrem esporulacdo (Figura 5 B). Os oocistos esporulados
apresentam dois esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitos (Figura 5 C), e esses sao
infectantes para outros felideos e demais hospedeiros. A esporulacdo pode levar de um a cinco
dias, dependendo das condi¢cBes ambientais. Os oocistos esporulados sdo subesféricos ou

elipsoidais e medem de 11 a 13 um de diametro (60, 66).

FIGURA 5. Oocistos de Toxoplasma gondii. A) Oocisto ndo esporulado. B) Oocisto
esporulado com dois esporocistos. C) Micrografia eletrdnica de um oocisto esporulado,
contendo dois esporocistos nas cabecas de seta e, esporozoitos nas setas pequenas (65).

2.4. CICLO BIOLOGICO

O protozoario Toxoplasma gondii apresenta ciclo bioldgico do tipo heteréxeno (Figura
6), ou seja, constituido de uma fase assexuada a qual ocorre em diversos hospedeiros e, uma
fase sexuada que ocorre nas células do epitélio intestinal de felideos jovens ndo imunes ao
parasita (61). Os felideos, principalmente os gatos domeésticos, sdo considerados o0s
hospedeiros definitivos ou completos para o T. gondii. Neles ocorre fase sexuada da
reproducdo do parasita dentro do vaclolo parasitoforo no citoplasma das células

enteroepiteliais e, também ocorre uma fase assexuada em outros tecidos. Entretanto, o
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homem, outros mamiferos e as aves, sdo considerados os hospedeiros incompletos ou

intermediarios, ja que nesses ocorre apenas o ciclo assexuado (60, 66).
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FIGURA 6. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii (65).
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2.4.1 Fase Assexuada

A fase assexuada ou ciclo extraintestinal do T. gondii, também € conhecida como fase
proliferativa ou merogonia. Nessa fase, as formas evolutivas do parasito podem ser
encontradas em todos os tipos teciduais, dos diversos hospedeiros. Essa fase ocorre através
da ingestéo de taquizoitos, bradizoitos ou esporozoitos (61, 66).

Os taquizoitos sdo sensiveis ao suco gastrico, sendo destruidos ao chegarem ao
estdmago. Assim, para que eles causem infeccdo deverdo penetrar rapidamente na mucosa
oral. Entretanto, os cistos e 0s oocistos conseguem passar intactos pelo estbmago e suco
gastrico, liberando os bradizoitos e 0s esporozoitos no intestino e, esses penetram na mucosa
e invadem as células (66). Apds 0s esporozoitos ou os bradizoitos penetrarem na mucosa
intestinal e invadirem as células, eles se diferenciam em trofozoitos.

Os trofozoitos, que sofreram diferenciacdo dentro do hospedeiro ou que ja foram
ingeridos nesse estadio, iniciam a fase proliferativa ou aguda, a qual é caracterizada pela
multiplicacdo e disseminac¢do do agente com grande velocidade (61, 66). A disseminagéo se

da através do sangue e da linfa, permitindo o agente se espalhe por todo o organismo do
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hospedeiro, infectando sistema nervoso central, pulmdo, coracdo e 6rgédos linfoides (66). A
fase proliferativa ocorre de cinco a quinze dias apés a infeccdo. Ela ocorre por endodiogenia,
onde os taquizoitos invadem as células, e se dividem em duas células-filhas, essa
multiplicacdo ocorre até as células acumularem de 8 a 10 taquizoitos e, entdo, se romperem,
liberando os taquizoitos produzidos, que infectardo novas células e repetirdo o ciclo (60, 61,
66).

A fase proliferativa segue ocorrendo até que o hospedeiro adquira imunidade contra
o0s taquizoitos livres ou extracelulares. Apds adquirir imunocompeténcia, o hospedeiro passa
a eliminar os taquizoitos livres e, assim, diminuindo o parasitismo. Entretanto, a
imunocompeténcia forgca o parasita a formar cistos e, esses cistos contém no seu interior 0s
bradizoitos, que encontram-se protegidos do sistema imune do hospedeiro e se multiplicam
de maneira muito lenta. Assim, se inicia a fase crénica da doenca, a qual é caracterizada pela
diminuicdo da sintomatologia e pela multiplicacéo lenta do agente no interior dos cistos (60,
66). Dentro dos cistos teciduais, o protozoario se mantem com a reproducgdo controlada e de
forma latente no estadio de bradizoitos. No entanto, se o0 hospedeiro tornar-se
imunossupeimido os cistos podem se romper e liberar os bradizoitos, ativando uma nova

infeccéo (66).

2.4.2 Fase Sexuada

A fase sexuada também é conhecida como ciclo intestinal, ja que as formas
evolutivas sdo encontradas apenas nas células intestinais de felideos ndo imunes, o que os
torna os Unicos hospedeiros definitivos do T. gondii (66). Os felinos se infectam através da
ingestdo de roedores e aves infectados ou pelo fornecimento de carne crua contendo cistos de
T. gondii. Apds ingeridos, os esporozoitos e bradizoitos penetram nas células e se
transformam em taquizoitos (60, 65). Os taquizoitos, sendo ingeridos ja nesse estadio ou
tendo sido transformado dentro do organismo, penetram nas células intestinais e sofrem
multiplicacdo por merogonia que gera merozoitos, repetindo-se a multiplicacdo através da
fase assexuada (60).

A fase sexuada sO é iniciada quando os merozoitas da Ultima geracdo da fase
assexuada, também chamados de taquizoitos, penetram em novas células e sofrem
diferenciacdo em gametogonias femininas e masculinas (60). Os macrogametas ou gametas
femininos sdo imoveis e sdo encontrados de forma isolada nas células, ou seja, cada um
ocupa uma unica célula. Os microgametas ou gametas masculinos sdo moveis por

apresentarem flagelo e sofrem diversas divisbes na célula antes de serem liberados desta
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(61). Durante a diferenciacdo, os gametas feminino e masculino aumentam de volume em
relacdo a célula inicial. 1sso ocorre para maior armazenamento de nutrientes, no entanto, 0s
microgametas, apds completamente formados, sio menores que 0s macrogametas, pois uma
célula gera varios gametas masculinos, enquanto que cada gameta feminino é formado
individualmente na célula (60). O macrogameta permanece na célula hospedeira, enquanto
0s microgametas rompem a célula onde foram formados e se movem em direcdo aogameta
feminino. Assim que o gameta feminino é penetrado passa a se gerar 0 zigoto, que ainda no
epitélio evolui para oocisto imaturo e, com o rompimento da célula, sai junto as fezes do
gato, para 0 meio ambiente (61, 65, 66).

Um a cinco dias ap6s ser expelido, o oocisto sofre esporulacdo, ou esporogonia, e
gera em seu interior oito esporozoitos, divididos nos dois esporocistos presentes. Os felinos
eliminam oocistos durante cerca de uma a duas semanas ap0s a infeccéo (65) e, apds isso, ele
adquire imunidade deixando de ser uma fonte de contaminagédo (66). O felino imunizado,
ndo se reinfectard e nem eliminara oocistos novamente, nem mesmo se ele adquirir uma

doenca que o torne imunodeficiente, como FIV e FeLV (61, 65, 66).

2.5. TRANSMISSAO

A infeccao/transmissdo pode ocorrer de duas formas, a forma adquirida ou a forma
congénita. A forma adquirida ocorre através da ingestdo de qualquer forma evolutiva
infectante. A forma congénita se da pela transmissdo de taquizoitos via placenta da mée para
o feto, quando a mé&e sofre infecgdo primaria durante a gestacéo (66, 68).

A forma adquirida ocorre quando o hospedeiro (definitivo ou intermediario) se
contamina através da ingestdo de oocistos esporulados presentes na agua, nos alimentos, no
solo ou disseminados mecanicamente através de moscas, baratas, minhocas (66). Entretanto, a
maior fonte de infeccdo para os humanos e também os felideos sdo as carnes cruas ou
malcozidas contendo cistos do protozoario, principalmente a carne de porco ou de carneiro e,
em menor escala de importancia a carne bovina (60, 68). Uma outra forma bastante comum
de transmissdo é através do consumo de salame a base de carne contendo cistos de T. gondii,
a qual ja foi confirmada em Chapeco (23).

A infeccdo por taquizoitos pode ocorrer através da ingestdo de leite cru,
principalmente o de cabra. Existem, porém, formas mais raras de transmissdo, onde 0s
taquizoitos podem ser transmitidos por acidentes laboratoriais, por transfusdo de sangue, ou
por transplantes de 6rgdos (66). E importante salientar que somente as fezes dos felinos tem

a capacidade de carregar 0 agente, ou seja, as fezes dos outros animais de estimacgdo
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jamais serdo eliminadas com oocistos. Assim, para que a infeccdo ocorra através de cées,
passaros ou outros animais de estimacdo, € necessario que a carne ou as Visceras desses
animais sejam ingeridas, pois eles sdo hospedeiros intermediarios do agente assim como 0s
humanos (61).

Na infeccdo congénita, a transmissdo do agente ocorre durante a gestagdo, quando as
fémeas animais ou a mulher se infectam pela primeira com o agente na forma de oocisto junto
da agua ou alimentos vegeais ou, na forma de cistos presentes nas carnes (66). Entretanto, o
feto se contamina de forma transplacentaria ou via placenta com o agente no seu estadio de
taquizoito (60, 61). A maioria das infecgdes congénitas pelo toxoplasma cursa com
sintomatologia, podendo resultar na morte do feto, caso a infeccdo ocorra no inicio da
gestacdo. A transmissdo transplacentaria tem 14% de chance de ocorrer quando a mée se
infecta nos trés primeiros meses de gestacdo e pode chegar a quase 60% se a infeccdo for
durante o ultimo trimestre. Entretanto, se ela tiver a doenca de forma cronica e assim
estandoimunizada, ela s6 passard a doenca ao feto se tiver um episodio de imunossupressao

durante a gestacdo (66).

2.6. MANIFESTACOES CLINICAS

A infeccdo por T. gondii pode apresenta mdltiplas manifestacBes clinicas, ou
simplesmente passar desbercebida clinicamente. Isso pode ocorrer tanto nas infecgdes em
humanos quanto nas infeccdes em animais (60). Ha, no entanto, alguns distdrbios comuns
entre as espécies, tais como a morte fetal ou manifestagdes neurolégicas. Principalmente, nos

casos agudos e/ou em pacientes com algum grau de imunossupresséo (66).

2.6.1 Em Humanos

Cerca de 20 a 90% dos seres humanos adultos ja entrou em contato com esse parasito,
No entanto sdo descritos poucos casos clinicos, sendo 80 a 90% das infec¢des assintomatica
(61). Em adultos saudaveis e em criancas ap6s o periodo neonatal a infec¢do, geralmente, é
inaparente, apresentando no méximo febre, dores musculares, dor de garganta, linfadenopatia
e anorexia (60). Os sinais clinicos comecam a surgir entre 6 a 13 dias apds o contato com o
agentee duram cerca de 30 a 40 dias, e desaparecerem (60).

A toxoplasmose instalada de forma latente pode causar alteracbes comportamentais
nos humanos, aumentando a possibilidade de homens se envolverem em acidentes de carro,
terem esquizofrenia, epilepsia, serem instaveis emocionalmente, enquanto que as mulheres

tornam-se mais inteligentes, cordiais, participativas, amigaveis, sentimentais e respeitam
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regras sociais (61, 66). O quadro do paciente depende, principalmente, da susceptibilidade do
hospedeiro, da quantidade de formas infectantes adquiridas, do tipo de cepa e da capacidade
de resposta imune do hospedeiro (66). Pacientes em tratamento com esteroides tém a
susceptibilidade ao protozoario alterada, possibilitando a reativacdo dos cistos. Tal fato
também ocorre em individuos HIV positivos, transplantados em tratamento e pessoas que
fazem quimioterapia, pois o protozoario ndo é freado pelo sistema imune, por este estar
comprometido, podendo desenvolver uma forma grave e aguda da doenca, cursando
principalmente com encefalite, rinite, doenca sisttmica e morte. Mas antes do Obito, a
infeccdo causa letargia, confusdo mental, perda de memdria, alucinagGes, incoordenacao
motora, convulsdo e coma (61, 66).

A infeccdo adquirida ocorre de forma dependente do estado de resposta do sistema
imune, e seu quadro clinico é mais raro do que nos casos de infec¢do congénita. Na maioria
das infeccBes congénitas pelo T. gondii ocorre danos aos fetos, leevando a méa formacao
congeénita, retardo mental ou morte e, por isso, a toxoplasmose € uma das infeccbes mais
temidas durante a gravidez (60). No periodo inicial da gestacdo, a infeccdo cursa com aborto
espontaneo, natimortos ou doenca grave e, quando a infeccdo ocorre no periodo final da
gestacdo apenas 20% das criancas nascem sintomaticas, ou seja, a maioria nasce normal e
desenvolve retinocoroidite mais tarde (60,61).

Quando a infecgéo se da no segundo trimestre de gestacdo é bastante comum ocorrer a
Tetrade ou Sindrome de Sabin, que cursa com retinocoroidite, calcificacbes cerebrais,
complicagGes nervosas, comprometimento psicomotor e alteracdo do volume cerebral,
podendo causar micro ou macrocefalia (68). Isso ocorre devido a reparacao tecidual do feto a
lesdo causada pelo agente, o que obstrui o transporte do liquido cefalorraquidiano e destruicéo
do tecido nervoso, como o cérebro e a retina (66). Assim, em funcdo do tropismo do agente
pelo sistema nervoso central e oftdlmico, a infeccdo congénita comumente causa

encefalomielite e retinocoroidite, levando os individuos a cegueira (36, 39, 68).

2.6.2 Em Animais
Nos felideos, hospedeiros definitivos do T. gondii, as manifestacdes clinicas ndo sao
comuns. Nesses animais, alguns sinais clinicos ligados a infeccdo podem ser percebidos no
figado, pulmdes, linfonodos, sistema nervoso central e olhos, quando 0 agente causou
formacdo de cistos nesses orgdos. Em filhotes ou felinos jovens com baixa imunidade, a
doenca pode causar diarreia leve ou até mesmo a morte rapida de felinos que desenvolvem

uma forma sistémica disseminada da infeccdo (61, 68).
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Os cées muito jovens ou animais mais velhos podem apresentar sinais clinicos
quando infectados por T. gondii. Principalmente, quando estes estiverem imunossuprimidos
ou sendo acometidos por outras doencgas, COmo parvovirose ou cinomose, no ato da infecgéo
pelo protozoario, normalmente levando-os a morte (60, 68). Os sinais clinicos mais comuns
nesses animais sdo febre, anorexia e diarreia, podendo ocorrerpneumonia, com tosse e
dificuldades respiratorias, e alteragdes neurologicas, como inclinacdo da cabeca, nistagmo,
ataxia, convulsdes, linfadenopatia, vomito, dor abdominal, ictericia, irregularidades cardiaca
e uveite (61, 68).

Em ovinos a toxoplasmose € a principal causa mundial de abortos, 0s quais ocorrem
principalmente no final gestacdo em decorréncia de placentite focal desencadeada pelo
protozoario (60). A infeccdo no inicio da gestacdo, geralmente, causa aborto com expulsao do
feto e, no fim da gestacéo causa aborto ou natimorto ou, ainda, cordeiro fraco (68). Porém, as
matrizes ndo necessitam ser descartadas, ja que a infecgdo ndo afeta partos futuros (60).

Em bovinos, normalmente, a infeccdo € branda e assintomatica. Os adultos séo
resistentes a doenca, mas ela pode afetar animais jovens, cursando com febre, dispneia e
sinais nervosos, como ataxia e hiperexcitabilidade (60, 68). Apesar de ndo ser uma importante
causa de abortos em bovinos, os fetos infectados podem morrer ou sobreviverem e nascerem,
apresentando febre, sinais respiratorios e nervosos, morrendo em até uma semana (60, 61). Na
maioria dos casos, mesmo quando os bezerros apresentam alta prevaléncia da doenca, eles
ndo apresentam lesbes sugestivas, 0 que permite que estes se desenvolvam e sigam para o
abate, onde suas carcagas serdo liberadas para o consumo humano ja que ndo havera lesGes
que os denunciem (60, 61, 68).

Em aves a infeccdo é assintomatica e frequente. A pesquisa soroldgica em granjas
tem demonstrado a alta prevaléncia da infeccdo (14). Em alguns casos a infec¢do cursa com
sinais brandos e, os estudos tem demonstrado que na maioria dos casos, as aves nao
desenvolvem anticorpos contra o T. gondii e acabam sendo reservatorios importantes do
parasito (14, 60, 68).

De todos os hospedeiros intermediérios animais, 0s suinos sdo os mais acometidos
pelo agente, apresentando altos indices de abortos em fémeas jovens (68). Os suinos
acometidos adoecem em qualquer idade e apresentam sinais de anorexia, perda de peso, febre,
dispneia e encefalite. A encefalite acarretara em sinais neuroldgicos, como ataxia, e pode
levar a morte (59, 60, 68).
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2.7. DIAGNOSTICO

O diagnostico precoce da infeccdo € de extrema importancia para o paciente, seja ele
animal ou humano, pois possibilita o inicio do tratamento medicamentoso, minimizando o
risco de transmissdo para o feto e, nos casos em que a infecgdo intrauterina ja ocorreu é
possivel diminuir o nimero de sequelas (69, 70). Entretanto, o diagnostico clinico € dificil de
ser realizado por se tratar de uma infecgéo sistémica complexa e com baixa parasitemia, onde
0s sintomas se apresentam de maneiras bem variada e especificas (66, 71). Assim,
clinicamente, a toxoplasmose pode ser confundida com outras doencas, sendo de extrema
importancia o uso de técnicas laboratoriais de diagndstico para a sua confirmacao da infeccéo
(66). Existem diversos métodos para diagnéstico da toxoplasmose e a maioria deles
apresentam custo elevado e demora para a obtencdo dos resultados, pois além de complexos

eles necessitam de laboratorios e técnicos especializados (71).

2.7.1 Inoculagdo em camundongo

A inoculacdo em camundongos é uma técnica diagndstica demorada, mas bastante
especifica e que apresenta resultados com 100% de especificidade (70, 75). A inoculacao se
da por meio da utilizacdo do sangue do individuo, liquido cefalorraquiano, liquido amniotico,
lavado brénguico-alveolar, suspensdes de triturados de bidpsia ou de placenta, inoculado via
intraperitoneal em camundongos isogénicos (72,74).

A soroconversdo do animal, que antes da inoculacdo era negativo, demonstra a
positividade da amostra inoculada para T. gondii. Ou seja, além da sorologia se apresentar
positiva é possivel, também, observar a presenca de taquizoitos no liquido peritoneal ou cistos
no cérebro e outros 6rgdos dos camundongos inoculados (70, 74). Na primeira inoculagédo
pode ser que ndo seja possivel confirmar a presenca do parasito, sendo necessarias novas
inoculacbes do material biolégico para outro camundongo, 0 que aumenta o tempo do
diagnostico e nimero de animais usados para diagnostico. Assim, para a realizacdo desse
método € importante que parte do matereial bioldgico seja criopreservado para usoso futuro,

pois isso evita a perda de viabilidade e viruléncia do protozoério (70, 74, 75).

2.7.2 Isolamento em cultura de células

O isolamento in vitro do agente infeccioso através do sangue ou outro material
bioldgico do individuo com suspeita de infeccdo é uma técnica bastante cara e dificil de ser
realizada. Principalmente, por tratar-se de um parasito intracelular obrigatorio, os meios de

cultura exigem agentes antimicrobianos e outros componentes e, porque o resultado é
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dependente de que o paciente esteja com a forma aguda da infeccdo no momento da coleta de
material (70,74). No isolamento em cultura de células as amostras sdo semeadas em
fibroblastos e outras linhagens celulares, onde o T. gondii pode ser evidenciado intracelular,

em cerca de duas a semanas por meio de imunofluorescéncia (16, 71).

2.7.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A presenga do protozoario em amostras biloldgicas também pode ser demonstrada
através de técnicas de PCR, onde serdo evidenciados segmentos do DNA do agente na
amostra (74). Os métodos moleculares podem ser realizados a partir de diversos fluidos
corporais e s6 apresentardo resultado positivo se realmente houver a presenca do DNA do
agente na amostra, ou seja, a especificidade dessa técnica pode chegar a 100%, e sua
sensibilidade a 92%, podendo apresentar resultados falso-negativos (17). A desvantagem da
técnica é o alto custo da sua realizacdo, o que ndo possibilita sua utilizacdo para a realizacdo
de triagens em pacientes com suspeita clinica. Entretanto, ja se sabe que a PCR pode
evidenciar a presenca de um a dez taquizoitos, o que permite que seja utilizada com seguranca
e confiabilidade, além de tornar o diagnostico rapido, evitando os casos de transmissao
congeénita (76).

2.7.4 Testes sorologicos

Os testes sorologicos baseiam-se na demonstracdo da producdo de anticorpos IgG e
IgM pelo infectado, contra o T. gondii (3). Classicamente esse método diagndstico, através de
suas variantes, consegue evidenciar a positividade do paciente em fungdo do contato com o
agente, bem como elencar a proporcao de portadores de anticorpos correspondentes dentro de
uma populacdo (69). Além disso, através dos testes soroldgicos é possivel caracterizar a fase
da doenca, diferenciando a aguda da crénica (66). De maneira simplificada, os testes
sorolégicos podem ser divididos em dois grupos, de acordo com o antigeno que utilizam. No
primeiro grupo, os testes utilizam o microorganismo intacto, como é o caso dos testes Dye-test
e imunofluorescéncia indireta. No segundo grupo, os testes empregam proteinas provenientes
do rompimento do parasita, como no caso dos testes de ELISA, fixacdo de complemento e
hemaglutinacdo indireta (77).

A reacdo de Sabin-Feldman ou Dye-test foi o primeiro teste soroldgico utilizado no
diagndstico da toxoplasmose, em 1948. Esse teste baseia-se na unido de anticorpos especificos
a superficie de taquizoitos viaveis, com subsequentes fixacdo do complemento e rompimento

da parede celular, o que torna o parasita incapaz de reter o azul de metileno. Esta prova €
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raramente efetuada fora de centros de referéncia, ja que emprega parasitas vivos (77). Apesar
disso, é considerado o teste mais especifico para diagndstico sorologico da toxoplasmose
humana, ndo se aplicando a outras espécies devido aos altos nimeros de falsos resultados (2, 3,
77). Esse teste caiu em desuso devido a necessidade ou obrigatoriedade de se manter o parasito
vivo em camundongos para preparar os antigenos e em funcéo de questdes de biosseguranca
(66, 75).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) € considerada um teste de boa
sensibilidade e especificidade (12). Essa prova emprega taquizoitas mortos aderidos a laminas
de vidro, que sdo incubadas com dilui¢des seriadas do soro a investigar. Posteriormente é
realizada uma segunda incubacdo com um anti-imunoglobulina conjugada com isotiocianato
de fluoresceina. Essa metodologia pode ser usada tanto na fase aguda da infeccdo em busca de
IgM, quanto na fase cronica, buscando IgG (12, 16, 71). A interpretacdo da prova requer
profissional treinado para leitura, pois a técnica pode apresentar resultados falso-positivos em
decorréncia da interferéncia de fator reumatoide e pela competicdo entre os anticorpos IgG e
IgM na fixacdo ao antigeno, bem como resultados falso-negativos em bebés recém-natos
devido aos elevados titulos maternos de anticorpos da classe 1gG (66, 77).

O ensaio imunoenzimético (ELISA) é um método quantitativo em que a reacdo Ag-Ac
é visualizada pela medida da atividade enzimética. O teste é considerado sensivel, com boa
especificidade, utiliza reagentes estaveis, permite testar varios animais simultaneamente e pode
ser automatizada, desprovendo o manipulador de riscos de infeccdo ou de erros na técnica (71).
O teste fundamenta-se na incubacdo dos soros a serem examinados, em uma Unica diluig&o,
diretamente com o antigeno fixado nos pocos da placa de poliestireno. Posteriormente,
adiciona-se conjugado anti-lgG acoplado a uma enzima, seguindo-se a adicdo de substrato
especifico dessa enzima, do que resulta uma reacdo colorimétrica, a qual € mensurada através
de espectrofotometro (71, 78).

Na técnica indireta ELISA, utiliza-se um conjugado de IgM, o pode dar origem a
resultados falso-positivos e falso-negativos devido a competicdo de IgG e interferéncia do fator
reumatoide, pois assim como na RIFI. Em virtude desse problema a técnica € corrigida, de
maneira que houvesse a captura de IgM ou ELISA duplo sanduiche, onde é possivel detectar a
presenca de IgM especifica para T. gondii mesmo em individuos com toxoplasmose recente, e
gue sejam negativos na reacdo de Imunofluorescéncia (78). Em pacientes com suspeita de
problemas oculares devido a toxoplasmose pode ser realizado o teste de ELISA com o humor
aquoso coletado do olho do paciente, sendo os resultados analisados e comparados com o
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resultado do soro. Assim, os titulos de 1gG dos dois locais sdo comparados e 0 exame €
positivo quando o humor aquoso contém titulos maiores que os do soro (66).

O teste de fixacdo do complemento é um método que necessita de padronizacéo e, sua
sensibilidade e especificidade dependem do preparo do antigeno. Os anticorpos determinados
por este método aparecem mais tardiamente que os detectados pela RIFI e Dye-test, tornando-
se negativos em dois anos apoés a infecgdo (77). Ja o teste da hemaglutinacéo indireta (HAI) €
um teste menos sensivel que outras provas soroldgicas. Porém, apresenta simplicidade de
realizagcdo, baixo custo, adequada especificidade e ndo necessita de conjugado anti-lgG
especifico, o que faz dessa prova a metodologia de escolha em muitos laboratérios de triagem
(16). Esse teste consiste na fixacdo de antigenos provenientes do rompimento do taquizoita,
utilizando hemaécias como suporte, onde a reacdo entre estes e 0 soro com anticorpos

especificos produzem um aglutinacao visivel (77).

2.7.5 Outros métodos de diagnostico

Outra forma de diagndstico parasitologico é através da histologia, onde é possivel
observar cistos ou taquizoitos de T. gondii em cortes teciduais provenientes de 6rgaos ou
musculatura biopsiadas (66), principalmente em cortes de cérebro e na placenta (68). Em
decorréncia da maioria das lesbes serem encontradas no sistema nervoso central,
normalmente, o diagndstico através da visualizacdo dos cistos de cortes histoldgicos ou
impressoes de tecidos corados pelo corante Giemsa so € feito em casos de morte seguida de
necropsia e exame histopatoldgico do hospedeiro (61). Além disso, é necessaria cautela na
identificagcdo dos cistos de T. gongii ja que géneros Sarcocystis e Neospora também ocorrem
em animais e pode levar a confusdo, se fazendo necessaria a diferenciagdo através de métodos
de imuno-histoquimica (66).

Em pessoas imunodeprimidas existe a possibilidade dos cistos reativarem e a doenca
agudizar. Por isso é possivel se utilizar da tomografia computadorizada para verificar a
localizacdo de cistos no cérebro, ja que eles podem causar encefalite e/ou calcificarem com o
passar do tempo (66). Além disso, associada as imagens cerebrais poderdo ser entradas areas
de necrose no figado, pulmdes e miocardio, devido a multiplicacdo macica dos taquizoitos,
que, posteriormente, evoluem para lesdes mineralizadas (68). Também é possivel recorrer aos
achados do exame de fundoscopia, o qual permite visualizar alteragdes como “foco em
roseta” e, também, classificar as lesbes oculares em graus conforme o seu acometimento,

diferenciando as lesdes periféricas das centrais (79).
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2.8. TRATAMENTO

O tratamento € feito apenas para controlar os taquizoitos do organismo e minimizar 0s
intomas clinicos, pois trata-se de uma doenca sem cura. O hospedeiro permanecera com
cistos, que protegem os protozoarios, alojados em diversos 6rgdos durante toda sua vida (2,
66). Logo, o tratamento ndo é considerado completamente satisfatorio e, na maioria dos
casos, ele néo se faz necessario, ja que o sistema imunitario de um individuo higido é capaz
de responder a infeccdo (61). Entretanto, existem casos em que o tratamento deve ser iniciado
0 mais rapido possivel, como quando se trata de infectados imunocomprometidos ou
individuos muito jovens (2, 60). Em suinos as Sulfonamidas e o trimetoprim sdo as
medicagdes mais eficazes contra o protozoario, embora o tratamento raramente seja indicado
(7).

Os farmacos mais utilizados sdo Pirimetamina e a Sulfadiazina que devem ser sempre
associadas ao acido félico, para evitar a anemia, a neutropenia e a trombocitopenia, pois a
Pirimetamina inibe a sintese de acido félico pela medula dssea (66). O uso associado desses
farmacos é conhecido e utilizado desde 1970, sendo indicado tanto para mulhers gestantes
com infeccdo aguda adquirida no altimo semestre de gestacdo, quanto em humanos adultos,
ou animais de producdo, como 0s suinos, e animais de companhia, como o0s cées e gatos (48,
60, 66). Em gatos, a Clindamicina e a Pirimetamina reduzem, mas nao eliminam a liberagéo
de oocistos nas fezes (60, 61).

A Clindamicina também é utilizada em casos de encefalite em humanos, e em
gestantes com suspeita, inicialmente, se utiliza Espiramicina para prevenir a transmissao para
o feto, enquanto ele ainda nédo estiver infectado (66). Se o feto for diagnosticado positivo
deve-se intercalar a Espiramicina com a Sulfadiazina ou Pirimetamina, que atravessam a
placenta (66). A Espiramicina é prescrita a gestante desde a suspeita da infec¢do até o parto,
ja a Pirimetamina ou a Sulfadiazina deve ser dada apenas a partir do momento da
confirmacdo do acometimento fetal até a 36° semana de gestacdo (70). Esse mesmo
tratamento deve ser realizado em criancas com infeccdo congénita durante um ano, ja que ele

auxilia na reducdo das sequelas, principalmente as neuroldgicas e oftalmicas (66).

2.9. PROFILAXIA

O risco de infeccdo pelo T. gondii depende da prevaléncia do agente na comunidade
ou dentro de umapopulacéo, da forma como ocorre o contato entre as fontes de infeccéo e do
numero de individuos suscetiveis (2, 61). Assim, o ideal é sejam implantados programas

sanitarios e de satde publica que visem minimizar a prevaléncia do protozoario, j& que em
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locais com alta prevaléncia soroldgica, as mulheres e as fémeas animais gestantes, sdo 0S

individuos mais susceptiveis a infeccédo (2, 4, 23,69)

Uma das formas de infec¢cdo dos animais e humanos é através do contato direto com o
gato e suas fezes. Isso porque os felideos sdo os unicos hospedeiros definitivos do agente e,
expelem o oocisto através das suas fezes (60). Para tanto, a remocdo adequada das fezes da
caixa de areia dos gatos deve ser diaria, assim como a lavagem dessa caixa com agua e sabdo
e a escovacdo dos felinos domésticos, evitando que os oocistos expelidos mantenha-se no
ambiente, esporulem e contamine algum possivel hospedeiro (68). E importante salientar que
a contaminacdo ndo ocorre pelo simples contato do hospedeiro com a forma infectante, pois
para infectar-se os humanos e outros animais devem ingerir os oocistos (60. Obviamente as
pessoas ndo consomem nada contaminado com fezes, sendo que o objetivo do esclarecimento
quanto a forma direta de infeccdo é, entdo, evitar o contato indireto dos dejetos com a boca.
Afinal, esse contato pode ocorrer através de alimentos contaminados, como verduras e frutas
ou apenas pelo contato da médo suja com a mucosa oral. Assim, mulheres gestantes, quando
possivel, devem vitar realizarem a limpeza da caixa de areia de felinos ou executarem essa
tarefa utilizando luvas descartaveis (60, 68). Apos qualquer uma dessas praticas e antes das
refeicdes, é sempre necessario lavar bem as mdos com agua e sabdo (61).

Sempre que possivel, as mulheres gravidas devem evitar frequentar lugares que
contenham areias onde os felinos tenham acesso, como parques publicos ou privados, pois 0s
oocistos podem durar até 1,5 anos no ambiente (60, 61). As frutas e verduras, em especial as
oriundas de fontes questionaveis, devem ser bem lavadas e deixadas de molho em solugédo
contendo hipoclorito de sodio 2,5% (dgua sanitaria) por 10 minutos antes de serem
consumidas. Além disso, o cozimento das verduras também é capaz de eliminar a forma
infectante do protozoario, pois o oocisto € destruido sob temperatura de 55°C por 30 minutos
(68). Os tratamentos da agua com cloro ndo resolvem o problema, inclusive, algumas vezes,
nem os processos de coagulacdo, sedimentacdo e filtracdo eliminam os oocistos do T. gondii
da agua, sendo recomendado que a agua seja fervida antes do seu consumo ou submetida a
controle rigoroso e permanete para o agente (2, 5).

Uma das medidas de extrema importancia é que os felinos ndo sejam alimentados com
carne crua em hipotese nenhuma. O controle da alimentacdo dos felinos, por parte dos seus
tutores, é de fundamental importancia para a prevencdo da contaminacao intrafamiliar (61).
Entretanto, ndo ha riscos aos felinos quanto ao fornecimento carne seca, enlatada, cozida ou

fervida, ja que nessas apresentacdes as formas infectantes, se presente, estardo inativadas e,
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por isso, sdo consideradas formas seguras de alimentacéo, assim como a ragdo (61, 68). Em
humanos, o consumo de carnes cruas também é problematico. Afinal, a principal forma de
infeccdo em humanos é através da ingestdo de cistos contidos em carnes consumidas
malcozidas ou cruas (60). Isso ocorre porque a toxoplasmose ndo causa alteracGes
macroscopicas nas carcacas dos animais infectados, a ponto de serem condenadas ou
sofrerem outro tipo de aproveitamento, que ndo a venda in natura. As doencas alimentares
sdo originadas por alimentos que tem aparéncia, odor e sabor normal, 0 que ndo permite
diferenciar um alimento contaminado de um alimento seguro. Assim, deve ser evitado o
consumo de carnes cruas ou mal cozidasm de qualquer espécie animal, sobretudo da espécie
suina, j& que elas podem conter formas infectantes e vidveis do agente (19, 22, 66).

A producdo de linguicas, salames e copas artesanais a base de carne suina crua
movimenta uma boa parcela da economia formal e informal no pais. No entanto, esses
produtos muitas vezes sdo produzidos com carne de suinos oriundos de criadouros ou granjas
pouco tecnificadas e/ou com falhas graves em programas sanitarios. Em varias situacdes,
também hé falhas quanto as boas praticas de fabricacdo e quanto a inspec¢do sanitaria, fatores
esses, que podem exercer um papel fundamental para a disseminacdo da infec¢do por T.
gondii (23, 28). Afinal, a carne de um animal infectado pode conter muitos cistos, sendo uma
fonte infectiva consideravel em regides endémicas, devendo ser evidato e/ou consumido com
moderacdo esses produtos (19, 22, 23, 25).

Ainda ndo existe vacina para humanos, pesquisas estdo sendo feitas, mas sem
resultados satisfatorios (2). Existem, apenas, vacinas para 0s ovinos, que tornam a carne mais
segura, porém ela ndo é liberada no Brasil, sendo utilizada somente na Nova Zelandia. Essa
vacina € viva e, portanto, composta por taquizoitos atenuados, tendo a capacidade de infectar

fetos ovinos e humanos (66).
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4. CONCLUSOES

O presente estudo encontrou 8% de soroprevaléncia para Toxoplasma gondii na
populacdo de suinos examinada, enquanto na andlise molecular das linguicas suinas
defumadas todas as amostras se apresentaram negativas na PCR para 0 protozoario. Dessa
forma, o estudo permitiu concluir que o protozoario ainda encontra-se presente nas granjas de
suinos, pouco tecnificadas, constituindo um risco a salude de quem trabalha nesses
estabelecimentos. Conclui-se também que mesmo todas as amostras de linguicas tendo sido
negativas para 0 DNA de T. gondii, por questdes de baixa sensibilidade da técnica em matéria
carnica, elas ainda continuam representando risco a saude publica, pois a matéria-prima para
sua fabricagdo era oriunda dos animais que apresentaram 8% de soropositividade para o

protozoario.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A toxoplasmose é causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, 0 qual acomete
animais e humanos através da ingestdo de carne mal passada ou crua, principalmente a carne
suina. Atualmente, ela esta sendo considerada uma doenca emergente e tem sido motivo de
preocupacao em diversos paises produtores ou importadores de suinos e produtos a base de
carne suina. Afinal, a enfermidade ndo apresenta alteracdoes macroscopicas nas carcagas e
visceras durante a passagem dessas nas linhas de inspecdo, o que torna dificil garantir a
inoquidade dos produtos industrializados, sobretudo os a base de carne crua como os salames
e copas.

Adotar medidas de biosseguridade nas granjas, sem davida, é a melhor estratégia para
diminuir os riscos da presenca de agentes causadores de doencas, tal como o protozoario T.
gondii. Essas medidas funcionam de maneira integrada e requerem muita disciplina dos
colaboradores, além de apresentarem custos elevados de implementacdo. Porém, trata-se de
um investimento que preserva a satde dos suinos alocados no estabelecimento de criagdo ou
terminacdo, a qual contitui a principal prioridade de um sistema de producdo de suinos.
Afinal, prevenir sempre foi e serd mais viavel do que ter de intervir nos casos de perdas
causadas por enfermidades, além do que, as boas praicas de biosseguridade proprocionam
uma matéria-prima de qualidade sanitaria chegando in natura ou na forma industrializada na
mesa do consumidor.

Ao identificar suinos soropositivos, 0 estudo demonstrou a participacdo desses na
epidemiologia e transmisséo da doenga aos humanos, sobretudo atraves do consumo de carne
suina mal passada ou crua. Assim, mesmo as amostras de salames tendo sido negativas para o
DNA de T. gondii, elas ainda continuam representando risco a saude publica, afinal, a
matéria-prima para sua fabricacdo era oriunda de abatedouro no qual foram identificados 8%
de suinos soropositivos para 0 protozoario.

Dessa forma, fica evidenciado o risco a salde publica quando h& o consumo da carne
de suinos soropositivos de forma mal cozida, crua ou na forma de produtos a base de carne
crua sem um apropriado tempo de crura. Devendo ser evitada essa pratica, principalmente,

por grupos de risco como gestantes, criancas, idosos e doentes cronicos ou imunossuprimidos.
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